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Актуальность. Анализ циркулирующей 
опухолевой ДНК предоставляет широкие воз-
можности для контроля результатов лечения 
онкологических заболеваний. Соматические 
мутации в гене TP53 присутствуют практи-
чески во всех карциномах молочной железы, 
развившихся у носительниц наследственных 
мутаций в гене BRCA1, а также в подавляю-
щем большинстве серозных опухолей яични-
ка высокой степени злокачественности, что 
позволяет использовать их для мониторинга 
заболевания у пациенток с перечисленными 
патологиями. 

Целью работы стал анализ содержания 
опухоль-специфических мутаций TP53 в 
плазме крови пациенток с серозным низко-
дифференцированным раком яичника (РЯ) 
и BRCA1-ассоциированным раком молочной 
железы (РМЖ). 

Материалы и методы. Как минимум по 
одному образцу плазмы было получено от 
10 больных РЯ и 7 пациенток с BRCA1-
ассоциированным РМЖ. Первичный внутри-
опухолевый статус гена TP53 определялся в 
архивном опухолевом материале путем тар-
гетного секвенирования нового поколения. 
Тестирование образцов плазмы на наличие 
опухоль-специфических мутаций TP53, и в 
одном случае — мутации BRAF V600E, осу-
ществлялось при помощи цифровой капель-
ной ПЦР. 

Результаты. При раке яичника во всех 8 
образцах циркулирующей ДНК, полученных 
в момент прогрессирования заболевания, до 
начала или во время неоадъювантного ле-
чения были обнаружены мутации TP53. На-
против, 8 образцов плазмы, полученных в пе-
риод ремиссии, после оперативного лечения 
или после неоадъювантной химиотерапии не 
содержали опухоль-специфических мутаций. 

При раке молочной железы циркулирующая 
опухолевая ДНК была выявлена в 2 из 4 об-
разцов, полученных перед лечением, и не де-
тектировалась после окончания терапии или 
в фазу ремиссии. 

Заключение. При раке яичника наблюда-
ется хорошее соответствие между присутстви-
ем опухолевой ДНК в циркуляции и клиниче-
ской картиной заболевания. Соответственно, 
тестирование циркулирующей ДНК с мута-
цией TP53 может использоваться в качестве 
биомаркера при этом заболевании. При раке 
молочной железы II-III стадий, в отличие от 
РЯ, опухолевая ДНК в плазме присутствует 
в меньших количествах, что затрудняет по-
иск мутаций TP53 в материале «жидкой би-
опсии».

Ключевые слова: жидкая биопсия; рак мо-
лочной железы; рак яичника; мутация

Введение

Жидкая или жидкостная биопсия в онколо-
гии (liquid biopsy) представляет собой исследо-
вание опухоль-ассоциированных фрагментов и 
молекул в биологических жидкостях организма, 
чаще всего в плазме крови. Возрастающий ин-
терес к жидкой биопсии связан как с её неинва-
зивным характером и универсальностью, так и 
с появлением основанных на цифровой капель-
ной ПЦР и секвенировании нового поколения 
высокочувствительных методик, позволяющих 
обнаружить минимальные количества опухоль-
специфических нуклеиновых кислот в циркуля-
ции. Предполагается, что жидкая биопсия может 
стать удобным инструментом для мониторинга 
злокачественных новообразований, а именно 
контроля эффективности терапии, раннего выяв-
ления резистентности к лечению, оценки риска 
рецидива и др. [1]. 
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Известно, что частота повреждений гена TP53 
составляет более 90% в BRCA1-опосредованных 
наследственных и в ненаследственных ER/PR/
HER2-негативных карциномах молочной же-
лезы, а также в серозных карциномах яичника 
высокой степени злокачественности [2, 3]. Это 
делает возможным использование мутаций TP53 
для мониторинга заболевания у пациенток с пере-
численными патологиями. До недавнего времени 
фактором, затрудняющим применение мутаций 
TP53 в качестве биомаркера на практике, явля-
лось большое разнообразие вариантов соматиче-
ских повреждений в гене. В последние годы по-
лучил распространение подход, предполагающий 
разработку индивидуальных тестов для каждого 
из включённых в исследование пациентов. Чаще 
всего для этих целей используется цифровая ка-
пельная ПЦР, сочетающая высокую чувствитель-
ность и специфичность [4]. Корреляции между 
клиническими параметрами и содержанием му-
таций TP53 в плазме крови при раке яичника 
(РЯ) уже удалось продемонстрировать в неко-
торых исследованиях [5-9]. Так, было показано, 
что количество циркулирующей опухолевой ДНК 
(цоДНК) коррелирует с объемом опухолевой мас-
сы [6], и что значительное снижение или исчез-
новение фракции мутаций TP53 после химиоте-
рапии ассоциировано с лучшими показателями 
безрецидивной выживаемости [5-7]. 

Возможность использования цоДНК для 
определения прогноза и мониторинга также 
активно изучается при раке молочной железы 
(РМЖ) [10]. Подавляющее число подобных ис-
следований было выполнено с привлечением 
метастатического РМЖ [11-16], поскольку для 
ранних стадий карцином молочной железы ха-
рактерно крайне низкое содержание цоДНК. 
В этих работах были выявлены определённые 
закономерности между присутствием/концен-
трацией в плазме ДНК с мутациями и стадией 
опухолевого процесса, временем до прогресси-
рования и выживаемостью. 

В задачи нашего исследования вошел ана-
лиз содержания опухоль-специфических му-
таций TP53 в плазме крови пациенток с се-
розным низкодифференцированным РЯ и 
BRCA1-ассоциированным РМЖ.

Материалы и методы

В исследование были включены 24 пациентки с до-
ступным для анализа опухолевым материалом, от которых 
был получен хотя бы один образец плазмы крови. В их 
число вошли 15 случаев серозного низкодифференциро-
ванного РЯ (13 от женщин-носительниц наследственных 
мутаций BRCA1, 1 от пациентки-носительницы наслед-
ственной мутации в гене CHEK2 (CHEK2 IVS2+1G>А), 
1 случай низкодифференцированной серозной карциномы 
от пациентки без наследственных мутаций) и 9 BRCA1-
опосредованных РМЖ. Первичный внутриопухолевый ста-

тус гена TP53 определялся в архивном операционном или 
биопсийном материале путем секвенирования нового по-
коления с применением таргетной панели TruSight® Tumor 
15 (Illumina), включающей 15 локусов. Пробоподготовка и 
секвенирование осуществлялись по протоколам производи-
теля на оборудовании MiSeq, Illumina. Для 16 обнаружен-
ных мутаций TP53 и выявленной мутации BRAF V600E 
были разработаны основанные на цифровой капельной 
ПЦР тесты (табл. 1), предназначенные для тестирования 
образцов плазмы. Процедура отработки тестов включала 
оценку характерного для каждой реакции уровня ложно-
позитивных результатов. Количество ложно-позитивных 
сигналов оценивалось посредством анализа образцов ДНК 
из лейкоцитов здоровых доноров, предположительно нега-
тивных в отношении мутаций TP53. Образцы ДНК здоро-
вых доноров разводились до концентрации, сопоставимой 
с концентрацией ДНК из плазмы.

Образцы крови, полученные от пациенток, помещались 
в пробирки cf-DNA/cf-RNA Preservative Tubes (Norgen). 
Плазма была отделена путем 2-кратного центрифугирова-
ния (10 мин, 400 g при комнатной температуре и 10 мин, 
14400 g при 4°C). Внеклеточная ДНК выделялась посред-
ством набора QIAmp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen). 
Цифровая капельная ПЦР (digital droplet PCR, ddPCR) осу-
ществлялась на оборудовании QX100 Bio-Rad в соответ-
ствии с рекомендациями производителя. Каждая реакция 
включала 2X ddPCR смесь Supermix for Probes (без UTP, 
Bio-Rad), 1.0 μM каждого праймера и 0.5 μM каждой мет-
ки, и 2 μl ДНК в объеме 22 мкл. Каждый образец ДНК из 
плазмы амплифицировался в не менее чем 3 повторах, а 
при обработке результатов данные суммировались. Анализ 
результатов выполнялся с помощью программы QuantaSoft 
Software version 1.7.4.

Абсолютное количество мутантных копий ДНК в 1 мл 
плазмы крови (M) рассчитывалось по формуле:

где
Cmut — количество мутантных копий ДНК в 1 мкл ре-

акционной смеси
Vreact — объем реакционной смеси (22 мкл)
Nreact — количество объединённых ячеек, в которых ам-

плифицировался образец
VplDNA — объем раствора ДНК, выделенной из плазмы
VDNAinput — объем раствора ДНК в реакции
Vpl — объем плазмы, из которого была выделена ДНК

Для сравнения количественных показателей использо-
вался непараметрический критерий Манна-Уитни.

Результаты

Тестирование внутриопухолевого статуса 
TP53 было выполнено в 24 случаях. Мутации 
TP53 были обнаружены в 9 из 15 РЯ (60%) и 
7 из 9 РМЖ (78%). Получившаяся относитель-
но низкая частота мутаций, вероятнее всего, об-
условлена техническими причинами: сложностью 
секвенирования деградированной архивной ДНК 
и/или неполным покрытием гена TP53 в исполь-
зуемой панели. В опухоли яичника от пациент-
ки с CHEK2-мутацией нарушений TP53 не было 
обнаружено, однако была выявлена замена BRAF 
p.V600E, также потенциально пригодная для мо-
ниторинга циркулирующей опухолевой ДНК. 
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Таблица 1. Последовательности праймеров и зондов, использованные для детекции мутаций  
в плазме посредством цифровой капельной ПЦР

Мутация Праймеры/
Зонды Последовательность Размер 

фрагмента, п.о.
Температура 
отжига, °С

TP53 c.723delC (p.C242Afs*5)  

Праймер F TCTGACTGTACCACCATCC 76 59

Праймер R GGATGGGCCTCCGGTTCA

Зонд WT CCGCCCATGCAGGAACTGTT

Зонд MUT CCGCCCATGCAGAACTGTTA 

TP53 c.526_528delTGC 
(p.C176delC) 

Праймер F TACAAGCAGTCACAGCACAT 75 53

Праймер R ACCATCGCTATCTGAGCAG 

Зонд WT AGGCGCTGCCCCCACCAT 

Зонд MUT TGAGGCGCCCCCACCATGA 

BRAF c.1799T>A (p.V600E) 

Праймер F GAAGACCTCACAGTAAAAATAG 122 56

Праймер R ATAGCCTCAATTCTTACCATCC

Зонд WT TCTAGCTACAGTGAAATCTCGATGG

Зонд MUT TCTAGCTACAGAGAAATCTCGATGG

TP53 c.997delC (p.R333fs)

Праймер F TCTCCCCCTCCTCTGTTG  94 55

Праймер R CCTGGGCATCCTTGAGTT  

Зонд WT CGCTCACGCCCACGGATCTGC

Зонд MUT CGCTCACGCCCACGATCTGC-

TP53 c.1010G>T  (p.R337L)

Праймер F TCTCCCCCTCCTCTGTTG  94 60

Праймер R CCTGGGCATCCTTGAGTT  

Зонд WT ATCTCGAAGCGCTCACGCC  

Зонд MUT ATCTCGAAGAGCTCACGCC  

TP53 c. 722C>T (p.S241F)

Праймер F TCTGACTGTACCACCATCC 76 60

Праймер R GGATGGGCCTCCGGTTCA  

Зонд WT CCGCCCATGCAGGAACTGTT

Зонд MUT CCGCCCATGCAGAAACTGTT 

TP53 c.637C>T (p.R213*)

Праймер F GGAAATTTGCGTGTGGAGTAT 76 55

Праймер R CAGGCGGCTCATAGGGCA

Зонд WT CACTATGTCGAAAAGTGTTTCTG

Зонд MUT CACTATGTCAAAAAGTGTTTCTG

TP53 c.526T>C (p.C176R)

Праймер F TACAAGCAGTCACAGCACAT 75 62

Праймер R ACCATCGCTATCTGAGCAG

Зонд WT AGGCGCTGCCCCCACCAT

Зонд MUT AGGCGCCGCCCCCACCAT

TP53 с.97-1G>A

Праймер F TCCTCTGACTGCTCTTTTC 72 52

Праймер R GACAGCATCAAATCATCCAT

Зонд WT ACCCATCTACAGTCCCCCT

Зонд MUT ACCCATCTACAATCCCCCT 

TP53 c.764T>G (p.I255S)         

Праймер F ACATGTGTAACAGTTCCTGC 92 56

Праймер R CAAGTGGCTCCTGACCTG 

Зонд WT TCCTCACCATCATCACACTG 

Зонд MUT ATCCTCACCATCAGCACACT 

TP53 c.775G>T (p.D259Y)

Праймер F TGTGTAACAGTTCCTGCATG 91 56

Праймер R TGGCAAGTGGCTCCTGAC

Зонд WT TGGAGTCTTCCAGTGTGATGAT

Зонд MUT TGGAGTATTCCAGTGTGATGAT
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Мутация Праймеры/
Зонды Последовательность Размер 

фрагмента, п.о.
Температура 
отжига, °С

TP53 c. 832C>A (p.P278T)

Праймер F TAATCTACTGGGACGGAACA 72 55

Праймер R TCCTCTGTGCGCCGGTCT

Зонд WT CTCCCAGGACAGGCACAAACAC 

Зонд MUT CTCCCAGTACAGGCACAAACAC

TP53 с.724T>C (p.C242R)

Праймер F CTAGGTTGGCTCTGACTGTA 132 60

Праймер R TGGCAAGTGGCTCCTGAC

Зонд WT CGCCCATGCAGGAACTGTTA

Зонд MUT CGCCCATGCGGGAACTGTTA

TP53 c.817C>T (p.R273C) 

Праймер F TAATCTACTGGGACGGAACA 72 53

Праймер R TCCTCTGTGCGCCGGTCT 

Зонд WT CACAAACACGCACCTCAAAGC

Зонд MUT CACAAACACACACCTCAAAGC 

TP53 c.998_998delG (p.R333Lfs) 

Праймер F TCTCCCCCTCCTCTGTTG 94 59

Праймер R CCTGGGCATCCTTGAGTT

Зонд WT CGCTCACGCCCACGGATCTGC

Зонд MUT CGCTCACGCCCAGGATCTGC

TP53 c.868delC (p.R290Afs*55) 

Праймер F TGCCTGTCCTGGGAGAGA 95 56

Праймер R CTCGCTTAGTGCTCCCTG

Зонд WT CCTTTCTTGCGGAGATTCTCTT

Зонд MUT CCTTTCTTGCGAGATTCTCTT

TP53 c.559+1G>A

Праймер F CCCCCACCATGAGCGCT 70 53

Праймер R CAACCAGCCCTGTCGTCT

Зонд WT CTGCTCACCATCGCTATCTG

Зонд MUT CTGCTCATCATCGCTATCTG

Рис. 1. Динамика содержания мутации TP53 в плазме крови пациентки с раком яичника до начала, в процессе и после окончания 
неоадъювантной химиотерапии (НАХТ)
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Всего в анализ плазмы крови был включен 
31 образец от 17 пациенток: 16 образцов от 10 
больных РЯ и 15 образцов от 7 больных РМЖ. 
В 9 случаях имелось только по одному образцу 
плазмы от пациентки, в 5 случаях исследовались 
парные образцы, и в трёх случаях имелись се-
рии из 3, 4 и 5 образцов плазмы соответственно 
(табл. 2).

Для всех 17 идентифицированных мутаций 
были разработаны основанные на принципе 
аллельной дискриминации и технологии циф-
ровой капельной ПЦР индивидуальные тесты. 
Среднее количество амплифицируемых ко-
пий ДНК на образец составило 332,2±53,3, а 
среднее содержание внеклеточной ДНК в пере-
счете на 1 мл плазмы — 1382,3±188,3 копии. 
С целью определения порогового количества 
позитивных по мутации капель, для каждого 
ddPCR-теста был определен показатель преде-
ла обнаружения (limit оf blank, LOB) [4, 17]. 
На основе рассчитанных показателей в каче-
стве порогового значения было выбрано 2 или 
в некоторых случаях 3 «мутантных» капли на 
реакцию. 

При раке яичника во всех образцах циркули-
рующей ДНК, полученных в момент прогрес-
сирования заболевания, до начала или во время 
неоадъювантного лечения, были обнаружены 
мутации TP53 (в 8 образцах от 4 пациенток). 
Среднее количество копий ДНК с мутацией на 
1 мл плазмы в этих случаях составило 61,0 ± 
15,1 (диапазон: 9,9-116,1), а среднее содержа-
ние мутантного аллеля — 6,6 ± 2,1% (диапазон: 
0,64-16,0%). Напротив, образцы плазмы, полу-
ченные в период ремиссии (1-2 года после за-
вершения лечения, 5 образцов от 4 пациенток), 
после оперативного лечения (2 образца от 2 
пациенток) или после неоадъювантной хими-
отерапии (n = 1), не содержали опухоль-спец-
ифических мутаций. 

Коллекция плазмы от больных раком молоч-
ной железы II-III стадий была представлена об-
разцами до начала лечения (n = 4), после опе-
рации (n = 2), после адъювантной химиотерапии 
(n = 2) и в период клинической ремиссии (n 
= 7). Мутации TP53 были обнаружены только 
в 2 образцах, полученных перед лечением (со-
держание мутантной ДНК составило 4,95 и 5,8 
копий на мл плазмы, или 1,2% и 0,55% от всей 
внеклеточной ДНК) (табл. 2).

Общая концентрация присутствующей в плаз-
ме крови свободной ДНК не отличалась между 
образцами содержащими (n = 10) и не содер-
жащими опухоль-специфические мутации (n = 
21) (p = 0.542).

В одном из анализируемых случаев РЯ была 
получена серия из 5 образцов плазмы крови: до 
начала лечения, через 3 и 24 часа после пер-

вого введения химиопрепаратов в ходе НАХТ, 
после завершения НАХТ и после операции по 
удалению опухоли. На рис. 1 продемонстриро-
вано, что в первые сутки терапии происходит 
значительное нарастание абсолютного коли-
чества циркулирующей ДНК, при этом доля 
мутантной ДНК оказывается максимальной в 
первые часы терапии, а затем снижается. По-
сле химиотерапии и операции мутация TP53 не 
обнаруживается. 

Обсуждение

В работе было осуществлено тестирование 
цоДНК у пациенток с наследственным раком 
молочной железы и раком яичника на разных 
этапах терапии. Результаты продемонстриро-
вали принципиальную возможность детекции 
индивидуальных мутаций TP53 при помощи 
цифровой капельной ПЦР в плазме, и хорошее 
соответствие между присутствием опухолевой 
ДНК в циркуляции и клинической картиной за-
болевания у больных РЯ. Во всех 8 образцах, 
полученных до или в течение первых суток с 
момента начала неоадъювантной химиотерапии, 
а также в фазу прогрессирования, была детек-
тирована цоДНК. В исследованной коллекции 
плазмы от пациенток с РМЖ опухоль-специфи-
ческие мутации были обнаружены в половине 
(2/4) образцов до лечения, и не выявлялись 
после окончания терапии или в период ремис-
сии. Известно, что при локализованных формах 
опухолей молочной железы наблюдается крайне 
низкое содержание свободной циркулирующей 
ДНК (в среднем около 5 нг в 1 мл плазмы, что 
соответствует примерно 1500 копиям гаплоидно-
го генома), а на фракцию опухолевой ДНК при 
этом приходится менее 1% от общего количе-
ства этой молекулы (0.1-0.7%) [18-22]. В нашей 
работе наблюдалась тенденция к более низкому 
общему содержанию свободной ДНК на 1 мл 
плазмы при РМЖ в сравнении с РЯ (медиана 
этого показателя составила 888 и 1531 копий/
мл соответственно, p=0.085). К ограничениям 
настоящего исследования можно отнести не-
высокую фактическую чувствительность тести-
рования мутаций в плазме, обусловленную как 
низкой концентрацией циркулирующей ДНК, 
так и небольшим количеством проанализиро-
ванных в каждом случае молекул ДНК (эквива-
лентным ≈0.5 мл плазмы). Исходя из количества 
амплифицированных копий ДНК, средняя чув-
ствительность для 31 реакции составила 0,9% 
(диапазон: 0,09-10%). Можно предположить, что 
исследование бÓльших объемов плазмы (4-8 мл, 
что соответствует 10-20 мл крови) позволит обе-
спечить более эффективное выявление опухоль-
специфических мутаций. 
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Необходимо отметить, что если пригод-
ность оценки цоДНК для мониторинга заболе-
вания у пациентов с метастатическими форма-
ми опухолей уже была неоднократно показана 
[11, 16, 23, 24], то ценность «жидкой биоп-
сии» при локализованных формах рака менее 
очевидна. Например, в нескольких недавних 
исследованиях частота выявления цоДНК при 
раннем РМЖ до начала терапии варьировала в 
пределах 40-100%, и оказалась выше при ин-
дивидуализированном анализе опухоль-спец-
ифичных панелей мутаций с использованием 
NGS [18-22]. 

Результаты нашего исследования свидетель-
ствуют о том, что при РЯ до начала лечения 
и в момент прогрессирования циркулирующая 
опухолевая ДНК присутствует в значительных 
количествах (в среднем, около 60 копий на 
1 мл плазмы; более 0,5% от всей свободной 
ДНК), и может быть обнаружена при анализе 
всего 0,5-1 мл плазмы крови. При РМЖ на-
блюдается более низкое содержание опухоль-
специфических мутаций в плазме, и анало-
гичные параметры тестирования позволяют 
выявить цоДНК лишь в половине случаев 
перед лечением.

Заключение

Полученные результаты позволяют заклю-
чить, что тестирование циркулирующей ДНК 
с мутацией TP53 может использоваться в ка-
честве биомаркера при раке яичника. При раке 
молочной железы II-III стадий, в отличие от РЯ, 
опухолевая ДНК в плазме присутствует в мень-
ших количествах, что затрудняет поиск мутаций 
TP53 в материале «жидкой биопсии».
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Background. The analysis of circulating tumor DNA pro-
vides wide opportunities for monitoring the results of cancer 
treatment. Somatic mutations in TP53 gene are present in al-
most all breast carcinomas developing in hereditary BRCA1 
mutation carriers, as well as in the majority of high-grade 
serous ovarian tumors, which makes it possible to use them 
for effective monitoring of these diseases.

The aim of the study was to analyze the content of tumor-
specific TP53 mutations in plasma of patients with high-grade 
serous ovarian cancer (OC) and BRCA1-associated breast can-
cer (BC). 

Materials and methods. At least one plasma sample was ob-
tained from 10 patients with OC and 7 patients with BRCA1-
associated BC. The primary intratumoral status of TP53 gene 
was determined in the archival tumor material by targeted next 
generation sequencing. Digital droplet PCR was applied for 
testing of plasma samples for the presence of tumor-specific 
TP53 mutations, and in one case, BRAF V600E mutation.

Results. All 8 plasma samples obtained from OC patients at 
the time of disease progression, before or during neoadjuvant 
chemotherapy, were positive for TP53 mutations. In contrast, 8 
OC plasma samples obtained during remission, after surgery, or 
after neoadjuvant chemotherapy did not contain tumor-specific 
mutations. In breast cancer, circulating tumor DNA was de-
tected in 2 of 4 samples obtained before treatment, and was 
not detected after the end of therapy or in remission. 

Conclusion. There is a good correlation between the pres-
ence of tumor-specific TP53 mutations in circulating DNA and 
the disease status in OC patients, therefore TP53 is a promis-
ing marker for clinical monitoring of ovarian cancer. In breast 
cancer, circulating tumor DNA is less abundant, therefore TP53 
mutations cannot be reliably detected by digital droplet PCR in 
the plasma of patients with moderate disease burden.

Key words: liquid biopsy; breast cancer; ovarian cancer; 
mutation


